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Nama Penulis  :  Nurafifah Hamid 
NIM  :  70100114044 
Judul Skripsi : Uji Senyawa Antioksidan dari Fraksi Etil Asetat Daun 
Botto-botto (Chromolaena odorata) dengan Metode DPPH 
(2,2-difenyl-1-pikrilhidrazil) 
 
Telah dilakukan penelitian tentang Uji Aktivitas Antioksidan Fraksi Etil Asetat Daun 
Botto-botto (Chromolaena odorata) dengan Metode DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrilhidrazil). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui parameter antioksidan 
dengan mengamati peredaman warna DPPH  (2,2-difenyl-1-pikrilhidrazil) pada 
lempeng Kromatografi Lapis Tipis yang telah dielusi sampel fraksi Etil Asetat Daun 
Botto-botto. Daun Botto-botto (Chromolaena odorata) diekstraksi dengan metanol 
kemudian difraksinasi dengan metode Kromatografi Cair Vakum sebanyak 3 kali. 
Hasil positif ditunjukkan dengan adanya peredaman warna dari warna ungu menjadi 
warna kuning. Dari fraksi etil asetat diperoleh hasill penelitian F2, F3, F6, F7, F8, 
F9, F12, F13,F14, F15, F16 dan F17 memiliki aktivitas antioksidan. Dari identifikasi 
golongan senyawa dengan pereaksi semprot H2SO4 10%, Dragendorf, AlCl3, FeCl3, 
dan Liebermann-Bouchard menujukkan bahwa ekstrak Daun Botto-botto 
(Chromolaena odorata) mengandung senyawa organik, alkaloid, flavonoid, fenolik, 
terpenoid atau triterpenoid. 
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Title : Antioxidant Compound Test of Botto-botto Ethyl Acetate 
Fraction (Chromolaena odorata) by DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrilhidrazil) Method 
 
Research has been conducted on the Antioxidant Activity Test of Botto-botto Ethyl 
Acetate Fraction (Chromolaena odorata) with DPPH (2,2-difenyl-1-pikrilhidrazil) 
Method. This study aims to determine antioxidant parameters by observing DPPH 
(2,2-difenyl-1-pikrilhidrazil) color damping on Thin Layer Chromatography plates 
that have been eluted by samples of Bottled-Botto Ethyl Acetate Leaf fraction. Botto-
botto leaves (Chromolaena odorata) were extracted with methanol then fractionated 
by Vacuum Liquid Chromatography method 3 times. Positive results are indicated by 
the color reduction from purple to yellow. From ethyl acetate fraction obtained by 
research F2, F3, F6, F7, F8, F9, F12, F13, F14, F15, F16 and F17 have antioxidant 
activity. From the identification of compound classes with spray reagent H2SO4 
10%, Dragendorf, AlCl3, FeCl3, and Liebermann-Bouchard showed that Botto-botto 
Leaf extract (Chromolaena odorata) contains organic compounds, alkaloids, 
flavonoids, phenolics, terpenoids or triterpenoids. 








 PENDAHULUAN  
A. Latar Belakang 
Makanan siap saji saat ini yang  banyak dikonsumsi masyarakat dapat 
mengandung xenobiotik seperti bahan pengawet, zat pewarna, penyedap rasa, serta 
zat kimia lain yang apabila dikonsumsi secara terus-menerus dapat sangat berbahaya. 
Xenobiotik tersebut dapat menjadi radikal bebas di dalam tubuh manusia.  Radikal 
bebas ini dapat merusak sistem imunitas tubuh serta dapat memicu berbagai penyakit 
degenerative muncul seperti penyakit kanker dan stroke. Oleh karena itu, dibutuhkan 
antioksidan untuk mengatasi efek negatif dari radikal bebas tersebut (Ni et al., 2014)  
Radikal bebas merupakan suatu atom atau molekul yang reaktif, memiliki 
elektron tidak berpasangan dan menginduksi radikal bebas. Reactive Oxygen Species 
(ROS) diyakini secara luas diyakini terlibat sebagai penyebab berbagai penyakit 
seperti  kanker, penyakit jantung koroner, penyakit alzeimer, gangguan 
neurodegeneratif, aterosklerosis, katarak dan termasuk peradangan yang ditunjukan 
dengan tanda-tanda stress oksidatif. Senyawa ROS diantaranya adalah radikal anion 
superoksida, oksigen singlet, hidrogen peroksida dan radikal hidroksil yang sangat 
reaktif. Senyawa ROS diantaranya adalah radikal anion superoksida, oksigen singlet, 
hydrogen peroksida dan radikal hidroksil yang sangat reaktif (Nugraha, Firmansyah, 
& Jumaryatno, 2017). 
Di Indonesia bahan-bahan alami seperti tanaman banyak digunakan  sebagai 





alam seperti belimbing wuluh, jahe, kayu manis, daun nimba, dan sebagainya. 
Chromolaena odorata yang dalam bahasa Indonesia dikenal dengan sebutan 
kirinyuh, termasuk tanaman gulma yang terdapat dalam pertanian dan lingkungan. 
Pada umumnya tumbuhan Chromolaena odorata memiliki kandungan senyawa 
seskuiterpen lakton dan diterpen lakton, disamping metabolit lain seperti flavonoid, 
terpenoid dan sterol (Her, Parnanto, Setyowati, & Utami, 2013). 
  Menurut Owolabi et al (2010) beberapa senyawa kimia dari minyak 
Chromolaena odorata dilaporkan dapat memiliki sifat antibakteri - pinene, dan 
germacrene D dalam Chromolaena odorata  bersifat antibakteri terhadap Bacillus 
cereus dan Aspergillus niger. Senyawa golongan terpenoid yang terdapat pada 
Chromolaena odorata dapat berfungsi sebagai antioksidan. Sedangkan menurut 
penelitian Tran et al (2011) ekstrak daun Chromolaena odorata memiliki kandungan 
flavonoid, fenolik, alkaloid, terpenoid, dan minyak esensial. Dengan adanya 
informasi tentang  kandungan senyawa dari Botto-botto (Chromolaena odorata) 
maka perlu dikaji lebih lanjut mengenai potensi Chromolaena odorata sebagai bahan 
pengawet alami dan aktivitas anti oksidannya untuk pengobatan (Her et al., 2013). 
 Adanya flavonoid,terpenoid, alkaloid dan senyawa lainnya memungkinkan 
adanya efek antioksidan, sehingga perlu dilakukan penelitian mengenai identifikasi 
senyawa antioksidan hasil fraksi etil asetat daun Botto-botto (Chromolaena odorata) 







Sebagaimana firman Allah swt. dalam Q.S. An-Nahl/16 :10-11 
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Terjemahnya : 
“Dia-lah, yang telah menurunkan air hujan dari langit untuk kamu, 
sebahagiannya menjadi minuman dan sebahagiannya (menyuburkan) 
tumbuh-tumbuhan, yang pada (tempat tumbuhnya) kamu menggembalakan 
ternakmu(10).Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-
tanaman; zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. 
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan 
Allah) bagi kaum yang memikirkan(11)” (Kementrian Agama RI,2013:268). 
 
Ayat ini menjelaskan tentang pentingnya tumbuh-tumbuhan sebagai bahan 
pangan bagi kebutuhan manusia dan hewan. Ayat ini juga mengingatkan manusia 
agar selalu mensyukuri nikmat Allah swt. dan memanfaatkan dengan baik anugerah-
Nya bahwa Dia yang maha kuasa yang telah menurunkan dari arah langit air hujan 
sehingga tumbuhlah berbagai tanaman untuk dimanfaatkan. Salah satu tanaman yang 
dapat dimanfaatkan yaitu daun Botto-botto (Chromolaena odorata) yang berkhasiat 
sebagai antioksidan. Antioksidan tersebut dapat berfungsi untuk menangkal radikal 
bebas yang dapat merusak tubuh manusia sehingga Daun Botto-botto 








B. Rumusan Masalah 
Apakah fraksi etil asetat daun  Botto-botto (Chromolaena odorata L.) 
memiliki aktivitas antioksidan? 
C. Defenisi Operasional dan Ruang Lingkup Penelitian 
1. Definisi Operasional 
a. Tumbuhan Botto-botto (Chromolaena odorata (L.)  merupakan tumbuhan 
liar yang banyak tumbuh di Sulawesi khususnya di Kabupaten Gowa.  
Daun Botto-botto banyak dimanfaatkan sebagai obat saat terjadi luka dan 
pembekuan darah saat terjadi bisul atau borok. 
b. Ekstraksi adalah kegiatan penarikan zat dengan menggunakan pelarut 
metanol. 
c. Partisi ekstrak adalah proses pemisahan untuk memperoleh komponen zat 
terlarut dari campurannya dalam padatan dengan menggunakan pelarut 
yang sesuai.  
d. Partisi cair padat merupakan pemisahan satu komponen dari padatan 
dengan melarutkannya dalam pelarut, tetapi komponen lainnya tidak 
dapat dilarutkan dalam pelarut tersebut. 
e. Fraksinasi pada prinsipnya adalah proses penarikan senyawa dengan 
menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling bercampur. 
f. Etil Asetat  
Etil asetat merupakan senyawa organik dengan rumus CH3CH2OC(O)CH3  









Antioksidan adalah senyawa yang mampu menghambat laju oksida 
molekul lain atau menetralisir radikal bebas. 
h. Radikal Bebas 
Radikal bebas adalah suatu senyawa atau molekul yang mengandung satu 
atau lebih elektron yang tidak berpasangan, yang sangat reaktif terhadap 
sel-sel tubuh. 
i. Identifikasi Senyawa Antioksidan dengan Metode DPPH 
Identifikasi senyawa antioksidan dengan metode DPPH didefenisikan 
sebagai pengidentifikasian senyawa antioksidan pada setiap fraksi dengan 
melihat hasil positif berupa perubahan warna dari ungu DPPH menjadi 
kuning tanpa mengidentifikasi golongan senyawanya. 
j. Fraksi Tingkat 1 
Fraksi tingkat 1 merupakan hasil fraksi yang dilakukan pertama kalinya 
dengan metode Kromatografi Cair Vakum yang terdiri dari 3 fraksi 
berdasarkan persamaan noda pada Kromatografi Lapis Tipis, yaitu fraksi 
F1, F2 dan F3. 
k. Fraksi Tingkat 2 
Fraksi tingkat 2 didefenisikan sebagai hasil Kromatografi Cair Vakum  
dari fraksi F2 yang kemudian difraksi kembali dan menghasilkan 6 fraksi 
berdasarkan persamaan noda pada Kromatografi Lapis Tipis yaitu fraksi 
F4,F5,F6,F7,F8,dan F9. 
l. Fraksi Tingkat 3 
Fraksi tingkat 3 didefenisikan sebagai hasil Kromatografi Cair Vakum  





berdasarkan persamaan noda pada Kromatografi Lapis Tipis yaitu fraksi 
F10,F11,F12,F13,F14,F15,F16,17 dan F18. 
2. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang lingkup penelitian ini mengkaji bagaimana fraksi etil asetat daun 
Botto-botto (Chromolaena odorata (L.) memiliki aktivitas antioksidan. 
D. Kajian Pustaka 
1. Pada penelitian yang dilakukan oleh Parnanto  dkk (2013),  dengan judul  
“Kapasitas Antioksidan dan Kemampuan Antimikrobia pada Daun Kirinyuh 
Chromolaena odorata)  Selama Penyimpanan  Ikan Tongkol (Euthynnus affinis) 
pada Suhu Dingin” dimana sampel yang diuji kapasitas antioksidannya berupa 
ekstrak kental (pasta) dari Chromolaena odorata. Dari hasil pengujian diketahui 
kapasitas antioksidan ekstrak daun Chromolaena odorata  adalah 49,037 %. Hasil 
analisis kapasitas antioksidan ikan tongkol menunjukkan, kapasitas antioksidan 
tertinggi sebesar 27,11 % pada sampel Chromolaena odorata  0,75 % dan terendah 
sebesar 10,09 % pada sampel kontrol dihari ke-0. Sedangkan kapasitas antioksidan 
yang tertinggi dan terendah setelah penyimpanan selama 5 hari pada suhu rendah ( 
0°C ) sebesar 11,64 % pada sampel Chromolaena odorata  0,75 % dan 0,73 % pada 
sampel kontrol. Semakin tinggi konsentrasi Chromolaena odorata  maka semakin 
tinggi pula kapasitas antioksidan ikan tongkol karena ekstrak Chromolaena odorata  
mempunyai kapasitas antioksidan. Dari hasil pengujian diketahui kapasitas 





2. Penelitian yang dilakukan oleh Kavitha Vijayaraghavan (2013) dengan judul 
“Studies On Phytochemical Screening And Antioxidant Activity Of Chromolaena 
Odorata And Annona squamos” dimana Ekstrak daun dan biji Chromolaena odorata 
diekstraksi dengan metanol dan kemudian dibuat suspensi DPPH dengan ekstrak. 
Suspensi diinkubasi selama 30 menit dalam kondisi gelap. Selanjutnya, setiap 
interval 5 menit penyerapan larutan diukur menggunakan pemindaian spektrum sinar 
ganda UV untuk mengukur aktivitas antioksidannya. Analisis pada ekstrak 
menunjukkan kemampuan   ekstrak dari Chromolaena odorata  menunjukkan adanya 
antioksidan dengan berbagai kandungan senyawa seperti flavonoid, alkaloid,saponin, 
kuinon dan lain-lain. 
3. Penelitian yang dilakukan oleh Syukrianto pada tahun 2017 dengan judul 
“Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Laruna (Chromolaena odorata.l.) dengan 
metode DPPH (1,1-diphenyl-2- Picrylhidrazin) dijelaskan bahwa aktivitas 
antioksidan tertinggi terdapat pada ekstrak etil asetat daun laruna dengan nilai IC50 
sebesar 106,83 ppm, sedangkan aktivitas  antioksidan terendah terdapat pada ekstrak 
n-Heksan dengan nilai IC50 sebesar 355,60 ppm. Ekstrak metanol, etil asetat dan n-
Heksan daun laruna positif mengandung senyawa tanin, asam fenolik dan flavonoid. 
Hal ini dibuktikan melalui uji pendahuluan berupa uji skrining fitokimia dengan 
menggunakan pereaksi yang spesifik untuk uji kandungan senyawa tanin, asam 






4. Pada penelitian yang dilakukan oleh Rini Pramesti dengan judul “Aktivitas 
Antioksidan Ekstrak Rumput Laut Caulerpa serrulata Dengan Metode DPPH (1,1 
difenil 2 pikrilhidrazil)”  yang diekstraksi secara maserasi dengan metanol yang 
kemudian  diUji Peredaman Radikal Bebas Untuk mengetahui aktivitas antioksidan 
ekstrak C. serrulata secara kualitatif. Uji ini menggunakan  metode Kromatografi 
Lapis Tipis (KLT) dengan cara menotolkan ekstrak pada plat KLT kemudian dielusi 
dengan kloroform. Plat KLT dikeringkan dan disemprot dengan  larutan 0,004% 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) dalam metanol. Setelah 30 menit plat KLT diamati, 
uji positif sebagai antioksidan apabila terjadi perubahan warna pada plat KLT dari 
warna ungu berubah putih kekuningan dengan latar ungu disekitar spot. Hasil uji 
aktivitas antioksidan dapat diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi semakin 
tinggi pula tingkat inhibisi. 
E. Tujuan dan Manfaat Penelitian  
1. Tujuan Penelitian 
 Untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat daun Botto-
botto (Chromolaena odorata). 
2. Manfaat Penelitian 
a. Bagi Peneliti 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan dan pengetahuan 








b. Bagi Masyarakat 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi secara ilmiah 
kepada masyarakat tentang khasiat dari daun botto-botto (Chromolaena odorata) 
sebagai antiradikal sehingga dapat meningkatkan kepercayaan dan ilmu pengetahuan 
masyarakat tentang khasiat dari botto-botto (Chromolaena odorata), serta dapat 







A. Uraian Tanaman 
1. Klasifikasi  
Regnum : Plantae  
Divisi  : Spermatophyta  
Kelas  : Dicotyledonae  
Ordo  : Asterales  
Famili : Asteraceae  
Genus : Chromolaena  
Spesies : Chromolaena odorata (L.)  
(Tjitrosoepomo, 2010),. 
2. Nama Daerah 
Chromolaena odorata (L.) dikenal di Indonesia dan negara lain dengan nama 
yang berbeda. Di Makassar khususnya, spesies ini dikenal dengan beberapa nama, 
seperti Botto’-Botto’, Laruna, dan Gondrong-Gondrong. Beberapa daerah lain 
misalnya, memiliki nama tersendiri, Kopasanda di Maros, Ki Rinyuh di Sunda, 




Gambar 1. Tanaman Botto-botto 
(Gambar 1.Tanaman Botto-





Letak cabang biasanya berhadap-hadapan (oposit) dan jumlahnya sangat 
banyak. Percabangannya yang rapat menyebabkan berkurangnya cahaya matahari ke 
bagian bawah, sehingga menghambat pertumbuhan spesies lain, termasuk rumput 
yang tumbuh di bawahnya. Dengan demikian gulma ini dapat tumbuh sangat cepat 
dan mampu mendominasi area dengan cepat pula. Kemampuannya mendominasi 
area dengan cepat ini juga disebabkan oleh produksi bijinya yang sangat banyak 
(Akbar,2017). 
Tumbuhan ini sangat cepat tumbuh dan berkembang biak. Karena cepat 
perkembangbiakan dan pertumbuhannya, gulma ini cepat membentuk komunitas 
sehingga dapat menghalangi tumbuhnya tumbuhan lain. Botto-Botto dapat tumbuh 
pada ketinggian 1000–2800 m dpl, tetapi di Indonesia banyak ditemukan di dataran 
rendah (0–500 m dpl) seperti di kebun karet dan kelapa serta di padang 
penggembalaan. (Prawiradiputra, 2006). 
3. Kandungan Kimia 
Tumbuhan ini banyak mengandung tannin, polifenol, kuinon, flavonoid, 
steroid, triterpenoid, dan monoterpen (Sudarmo, 2014). Chromolaena odorata 
diketahui mengandung senyawa fitokimia antara lain: quinon, steroid, terpenoid, 
glikosida jantung, saponin, alkaloid, tannin, flavonoid, flavonon, flavon, flavonoid 
glukosid, pirolizidin alkaloid, dan essensial oil (Julian, 2015). 
4. Kegunaan 
Secara tradisional, tumbuhan gulma siam atau  botto-botto terutama bagian 





untuk menangani gigitan lintah, luka jaringan lunak, luka bakar, dan infeksi kulit. 
Secara tradisional daun gulma siam digunakan sebagai obat dalam penyembuhan 
luka,  obat kumur untuk pengobatan sakit pada tenggorokan, obat batuk, obat 
malaria, antimikroba, sakit kepala, antidiare, astringen, antispasmodik, antihipertensi, 
antiinflamasi dan diuretik (Vital dan Rivera, 2009). Daun gulma siam juga telah 
diaplikasikan pada manusia untuk membantu pembekuan darah akibat luka bisul atau 
borok (Hadiroseyani, dkk., 2005). 
B. Antioksidan  
 
Pesatnya perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi serta berubahnya 
pola hidup masyarakat berdampak pada munculnya berbagai penyakit degeneratif. 
(Fitrah, Winarno, & Simanjuntak, 2017). 
Beberapa penyakit kronis seperti kanker, jantung, artritis, diabetes, liver, 
inflamasi dan penyakit degeneratif lain saat ini sudah sangat lazim dijumpai di 
masyarakat. Ada berbagai macam teori yang mencoba menjelaskan penyebab 
penyakit degeneratif, salah satunya ialah teori radikal bebas. Berdasarkan teori ini, 
penyebab dari penyakit degeneratif ialah adanya proses oksidasi radikal bebas dalam 
mekanisme biokimia yang terjadi dalam tubuh manusia (Kazia, Lisi, Runtuwene, & 
Wewengkang, 2017). 
Proses oksidasi radikal bebas dapat dihambat dengan senyawa yang tergolong 





radikal bebas, sehingga dapat menstabilkan radikal bebas dan menghentikan reaksi 
berantai (Kazia et al., 2017).  
Produksi radikal bebas dalam tubuh sebenarnya telah diimbangi dengan 
adanya reaksi enzimatis yang merupakan sistem pertahanan terhadap radikal bebas. 
Namun peningkatan produksi radikal bebas akibat faktor – faktor dari luar seperti 
stres, radiasi, dan zat pencemar mengakibatkan sistem pertahanan tersebut tidak 
memadai lagi sehingga untuk melindungi tubuh dari serangan radikal bebas 
dibutuhkan tambahan antioksidan dari luar (Kazia et al., 2017). 
Radikal bebas pada dasarnya adalah molekul yang pada orbital terluarnya  
terdapat elektron yang tidak berpasangan sehingga menjadikannya sangat reaktif. 
Radikal ini apabila masuk kedalam tubuh cenderung mengadakan reaksi berantai 
yang dapat memicu kerusakan-kerusakan yang berlanjut dan terus-menerus. Radikal 
bebas yang masuk kedalam tubuh pada dasarnya dapat diatasi oleh antioksidan 
endogen yang terdapat didalam tubuh. Akan tetapi, radikal bebas juga dapat 
mengalami peningkatan yang disebabkan oleh faktor stress, radiasi, asap rokok dan 
polusi lingkungan sehingga sistem pertahanan tubuh yang ada tidak memadai, 
sehingga tubuh  memerlukan tambahan antioksidan dari luar yang dapat melindungi 
dari serangan radikal bebas (Sains & Teknologi, 2017). 
Antioksidan dari luar dapat diperoleh dalam bentuk sintetik dan alami. 
Namun saat ini, antioksidan sintetik mulai dibatasi penggunaannya akibat adanya 





menjadikan antioksidan alami sebagai pilihan utama dalam menangkal radikal bebas 
(Kazia et al., 2017). 
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menyumbangkan atau  
mendonorkan atom hidrogen atau proton kepada senyawa radikal bebas sehingga 
senyawa radikal tersebut menjadi lebih stabil. Dilihat dari sumber dimana 
antioksidan tersebut dapat diperoleh, antioksidan terbagi menjadi dua yakni 
antioksidan alami dan antioksidan buatan. Antioksidan alami dapat berasal dari buah-
buahan dan tanaman, sedangkan antioksidan buatan dapat disintesis dari suatu reaksi. 
Penggunaan antioksidan buatan dalam jangka waktu yang panjang dan jumlah yang 
berlebih dapat menyebabkan kerusakan hati. Oleh sebab itu, dewasa ini manusia 
cenderung memilih antioksidan dari alam seperti dari buah-buahan dan tanaman 
yang banyak terdapat di alam khususnya di Indonesia sendiri (Sains & Teknologi, 
2017). 
C. Uraian Metode Ekstraksi 
1. Ekstraksi 
Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan 
menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai 
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi dalam 








2.  Maserasi 
 Maserasi merupakan cara penyarian yang sederhana. Maserasi dilakukan 
dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari. Maserasi digunakan 
untuk penyarian simplisia yang mengandung zat aktif yang mudah larut dalam cairan 
penyari, tidak mengandung zat yang mudah mengembang dalam cairan penyari, 
tidak mengandung benzoin, stirak, dan lain-lain ( Dirjen POM, 1986). 
Maserasi dapat diklasifikasikan berdasarkan  ( Dirjen POM, 1986) 
a. Digesti adalah cara maserasi dengan menggunakan pemansan lemah, yaitu 
pada suhu antara 40-50oC. Cara maserasi ini hanya dapat dilakukan untuk simplisia 
yang zat aktifnya tahan terhadap pemanasan. 
b. Maserasi dengan mesin pengadukan adalah maserasi yang dilakukan 
dengan mnggunakan mesin pengadukan yang berputar terus-menerus, waktu proses 
maserasi dapat dipersingkat menjadi 6 sampai 24 jam. 
c. Remaserasi adalah penyarian dimana cairan penyari dibagi menjadi 2. 
Seluruh serbuk simplisia dimaserasi dengan cairan penyari pertama, sesudah dienap 
tuangkan dan diproses, ampas dimaserasi bagi dengan cairan penyari yang kedua. 
d. Maserasi melingkar adalah penyarian yang digunakan dangan cairan 
penyarian yang selalu mengalir kembali secara berkesinambungan melalui serbuk 
simplisia dan melarutkan zat aktifnya. 
e. Maserasi melingkar bertingkat adalah metode penyarian yang 
menggunakan peralatan yang hampir sama dengan maserasi melingkar, tetapi dengan 






a. Partisi Cair-cair 
 Partisi cair-cair adalah proses pemisahan zat terlarut didalam 2 macam zat 
pelarut yang tidak saling bercampur atau dengan kata lain perbandingan konsentrasi 
zat terlarut dalam pelarut organik dan pelarut air. Ekstraksi cair-cair biasa juga 
disebut sebagai metode corong pisah. Jika suatu cairan ditambahkan ke dalam 
ekstrak yang telah dilarutkan dalam cairan lain yang tidak dapat bercampur dengan 
yang pertama, akan terbentuk dua lapisan. Satu komponen dari campuran akan 
memiliki kelarutan dalam kedua lapisan tersebut (biasanya disebut fase) dan setelah 
beberapa waktu dicapai kesetimbangan konsentrasi dalam kedua lapisan. Waktu 
yang diperlukan untuk tercapainya kesetimbangan biasanya dipersingkat oleh 
pencampuran keduanya dalam corong pisah ( Dirjen POM, 1986) 
 Ekstraksi cair-cair  dilakukan dengan cara pemisahan komponen kimia 
diantara 2 fase pelarut yang tidak saling bercampur. Dimana sebagian komponen 
larut pada fase pertama, dan sebagian larut pada fase kedua. Lalu kedua fase yang 
mengandung zat terdispersi dikocok, dan didiamkan sampai terjadi pemisahan 
sempurna dan terbentuk dua lapisan.Yakni fase cair dan komponen kimia yang 
terpisah. (Sudjadi, 1988). 
b. Partisi Cair-padat 
Jika suatu cairan ditambahkan ke dalam ekstrak yang telah dilarutkan dalam 
cairan lain yang tidak bercampur dengan yang utama akan terbentuk 2 lapisan. Satu 





(biasanya disebut fase) dan setelah beberapa waktu mencapai kesetimbangan 
konsentrasi dalam kedua lapisan. Kelarutan senyawa tidak bermuatan dalam satu fase 
pada suhu tertentu tergantung pada kemiripan kepolarannya dengan fase cair, 
menggunakan prinsip "like dissolve like". (Lubis, A. H., 1994). 
4. Fraksinasi 
Ektrak awal adalah campuran dari begitu banyak campuran senyawa yang 
sulit dipisahkan melalui pemisahan tunggal untuk melakukan isolasi tunggal. 
Sehingga ektrak awal perlu dipisahkan menjadi fraksi yang memiliki polaritas dan 
ukuran molekul yang sama. Fraksinasi dapat dilakukan dengan berbagai metode, 
misalnya kromatografi kolom, kromatografi cair vakum dan lain-lain 
(Mukhriani,2014). 
D. Metode Pengujian Antioksidan dengan DPPH 
Ada berbagai macam metode yang sering digunakan dalam penentuan 
aktivitas antioksidan dan antiradikal. Salah satu yang sering digunakan adalah 
metode penangkapan radikal dengan menggunakan suatu radikal buatan stabil DPPH 
(2,2-difenyl-2-pikrylhydrasil) merupakan metode yang hasilnya dapat dipercaya 
sehingga sering digunakan dalam jurnal-jurnal penelitian yang berkaitan dengan 
skrining aktivitas antioksidan. Interaksi antioksidan dengan DPPH, baik secara 
transfer elektron atau hidrogen pada DPPH, akan menetralkan karakter radikal bebas 
dari DPPH.  DPPH  digunakan karena DPPH ini stabil pada suhu ruang. DPPH ini 
akan menerima elektron atau radikal hidrogen dan akan membentuk molekul 





E. Tinjauan Islam 
Dalam Al-Qur’an terdapat begitu banyak ayat-ayat yang mengajak kita 
mentadabburi alam semesta, terutama tumbuh-tumbuhan. Salah satunya, Allah 
subhaanahu wata’aala berfirman dalam QS al-An’am/6:99. 
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 Terjemahnya :  
 “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan 
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan dari 
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau, Kami keluarkan dari 
tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma 
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan 
(kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. 
Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah, dan (perhatikan 
pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-
tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” (Kementrian 
Agama RI,2013:140) 
Dalam tafsir ibnu Katsir dijelaskan bahwa ayat ini menjelaskan bukti-bukti 
kebesaran Allah subhaanahu wata’aala, antara lain menegaskan bahwa Dan Dialah 
yang menurunkan air hujan dari langit. Yakni dengan kepastian dalam keadaan 
diberkati sebagai rezeki buat hamba-hamba Allah, untuk menyuburkan, dan sebagai 
pertolongan buat semua makhluk dan rahmat dari Allah buat mereka semua. Lalu 
Kami  tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan. Maka 





tanaman dan pepohonan yang hijau; sesudah itu Kami ciptakan padanya biji-bijian 
dan buah-buahan. Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang 
banyak.   Yakni sebagian darinya bertumpang tindih dengan sebagian yang lain 
seperti pada bulir-bulirnya dan lain sebagainya.  Dan dari mayang kurma mengurai 
tangkai-tangkai yang menjulai.  Maksudnya, dekat untuk dipetik dan mudah 
memetiknya. Perihalnya sama dengan apa yang dikatakan oleh Ali ibnu Abu Talhah 
Al-Walibi, dari Ibnu Abbas, sehubungan dengan makna firman-Nya:  tangkai-
tangkai yang menjulai. Yakni tangkai yang menjulai ke bawah bagi pohon kurma 
yang pendek, sehingga mayangnya yang dipenuhi dengan tangkai buah berada dekat 
tanah dan mudah dipetik. Demikianlah menurut riwayat Ibnu Jarir. Kemudian di 
akhir ayat disebutkan bahwa Sesungguhnya pada yang demikian itu, hai manusia, 
ada tanda-tanda (kekuasaan Allah).  Yakni tanda-tanda yang menunjukkan 
kesempurnaan kekuasaan Pencipta semuanya itu, kebijaksanaan, dan rahmat-Nya. 
(Katsir.2004:305). 
 Berdasarkan tasfiran ayat di atas, kita dapat menyimpulkan bahwa sebagai 
manusia penting bagi kita untuk memperhatikan alam yang ada di sekitar kita, 
terutama tumbuh-tumbuhan. Karena melalui tumbuh-tumbuhan tersebut, kita dapat 
lebih memahami tanda-tanda kebesaran Allah. Allah menciptakan tumbuhan-
tumbuhan dengan berbagai manfaat bagi manusia. Salah satu manfaat yang sangat 
dirasakan oleh manusia adalah dengan adanya zat hijau pada daun yang berfungsi 
sebagai zat yang dapat menghasilkan makanan dan menghasilkan oksigen yang 





menjadi bukti kebesaran Allah subhaanahu wata’aala bagi orang-orang yang 
beriman. Tentu, tidak semua manfaat dari berbagai jenis tumbuhan di muka bumi ini 
diketahui, maka dari itu kita memiliki tugas untuk menggali dan meneliti manfaat 
dari berbagai tumbuhan yang Allah ciptakan terutama  dalam hal pengobatan 
manusia agar kita lebih bersyukur, yakin akan kekuasaan Allah sehingga keyakinan 
tersebut dapat mempetebal keimanan kita kepada Allah subhaanahu wata’aala. 
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Terjemahnya : 
dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami 
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? (QS.Asy-
Syu’ara: 7) 
Dalam Tafsir Ibnu Katsir dijelaskan makna ayat tersebut menjelaskan ke-
Maha Perkasaan Allah, Maha Agung serta Maha Kuasa yang telah menciptakan 
bumi dan menumbuhkan di dalamnya tumbuh-tumbuhan yang baik berupa tanaman-
tanaman, buah-buahan dan hewan (Katsir.2004:141). 
 Dari ayat tersebut kita dapat mengambil pelajaran bahwa Allah telah 
menciptakan bumi dan isinya berupa tanaman-tanaman, buah-buahan dan hewan 
yang baik sehingga dapat kita manfaatkan dalam kehidupan, salah satunya dalam 
bidang pengobatan. Maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut sepeti halnya Daun 







Dalam hadits-hadist Nabi shallallahu 'alaihi wa sallam juga banyak 
menjelaskan tentang pengobatan, salah satunya dalam sabda beliau yang 
diriwayatkan dalam kitab Shahih Bukhari no.5246 : 
 bِcَd ﱠe;َ َلg َh @ٍ:ْFَ;ُ bِGَأ @ِGْ eِ:mِnَ @ُGْ =ُCَoُ gَcَd ﱠe;َ ﱡي=ِ:َْG ﱡr>ا eَCَ;َْأ tُGَأ gَcَd ﱠe;َ uﱠcَvCُ>ْا @ُGْ eُ ﱠCwَxُ gَcَd ﱠe;َ
 ُ ﱠﷲ َلrَzَْأ g َx  َلgَh 9َﱠ{nََو }ِ:َْ{oَ ُ ﱠﷲ uﱠ{~َ ﱢbِﱠc>ا @ْoَ ُ}cْoَ ُ ﱠﷲ bَََِرة=َْ=َُھ bِGَأ @ْoَ ٍحgَGَر bِGَأ @ُGْ ُءgَoَ
ءgَِ ُ}َ> َلrَzَْأ  ﱠِإ ًءاَد 
 
Artinya : 
Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin Mutsanna telah 
menceritakan kepada kami Abu Ahmad Az Zubairi telah menceritakan kepada 
kami ‘Umar bin Sa’id bin Abu Husain dia berkata ; telah menceritakan 
kepadaku ‘Atha’ bin Abu Rabah dari Abu Hurairah radhiallahu ‘anhu dari 
Nabi shallallahu ‘alaihi wasallam beliau bersabda: “Tidaklah Allah 
menurunkan suatu penyakit, melainkan Dia turunkan pula obat untuk 
penyakit tersebut." (HR. Bukhari No.5246). 
Salah satu nikmat dari Allah ketika Allah Subhaanahu wata’aala, 
memberikan obat dari penyakit apa saja yang diderita oleh seorang hamba. 
Disebutkan pula pada riwayat yang lain,dari Ibnu Mas’ud Rasulullah bersabda yaitu:  
 ُ}َ{ِَ @ْxَ ُ}َ{ِََو ُ}Cَِ{oَ @ْxَ ُ}Cَِ{oَ ،ًءgَِ ُ}َ> َلrَzَْأ  ﱠِإ ًءاَد ْلrِcَْ 9َْ> َﷲ ﱠِنإ     
Artinya : 
“Sesungguhnya Allah  tidaklah menurunkan sebuah penyakit melainkan 
menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang bisa 
mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa 
mengetahuinya.” (HR. Ahmad, Ibnu Majah, dan Al-Hakim, beliau 
menshahihkannya dan disepakati oleh Adz-Dzahabi. Al-Bushiri 
menshahihkan hadits ini dalam Zawa`id-nya). 
Allah menurunkan penyakit beserta obatnya, namun kadang ada orang yang 
menemukan obatnya, ada juga orang yang belum bisa menemukannya. Oleh 
karenanya dibutuhkan ilmu pengetahuan dalam bidang obat-obatan untuk 





yang berpotensi untuk dijadikan obat karena tanaman ini memiliki manfaat bagi 
manusia salah satunya sebagai antioksidan.  
 
Dalam Al-Qur’an surah al-Mujaadalah : 11,  Allah subhaanahu wata’aala 
berfrman : 
$ pκš‰r' ¯≈ tƒ tÏ%©!$# (#þθ ãΖtΒ#u #sŒÎ) Ÿ≅ŠÏ% öΝä3s9 (#θ ßs¡ xs? † Îû Ä§Î=≈ yfyϑø9 $# (#θ ßs|¡øù$ sù Ëx |¡øtƒ ª!$# öΝä3s9 ( 
#sŒÎ)uρ Ÿ≅ŠÏ% (#ρâ“à±Σ$# (#ρâ“à±Σ$ sù Æìsùö tƒ ª!$# tÏ%©!$# (#θãΖtΒ#u öΝä3ΖÏΒ t Ï%©!$#uρ (#θè?ρé& zΟù=Ïèø9 $# ;M≈ y_u‘yŠ 4 
ª!$#uρ $ yϑÎ/ tβθè=yϑ÷ès? × Î7yz ∩⊇⊇∪     
 
Terjemahnya : 
Hai orang-orang beriman apabila kamu dikatakan kepadamu: "Berlapang-
lapanglah dalam majlis", Maka lapangkanlah niscaya Allah akan memberi 
kelapangan untukmu. dan apabila dikatakan: "Berdirilah kamu", Maka 
berdirilah, niscaya Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman di 
antaramu dan orang-orang yang diberi ilmu pengetahuan beberapa derajat. 
dan Allah Maha mengetahui apa yang kamu kerjakan. 
 
Ayat di atas merupakan tuntunan akhlak yang menyangkut perbuatan dalam 
majlis untuk menjalin harmonisasi dalam satu majelis. Allah berfirman: “ Hai orang-
orang yang beriman, apabila dikatakan kepada kamu” oleh siapa pun: Berlapang-
lapanglah yaitu berupayalah dengan sungguh-sungguh walau dengan memaksakan 
diri untuk memberi tempat orang lain dalam majlis-majlis yakni satu tempat, baik 
tempat duduk maupun bukan tempat duduk, apabila diminta kepada kamu agar 
melakukan itu maka lapangkanlah tempat untuk orang lain itu dengan suka rela. Jika 
kamu melakukan hal tersebut, niscaya Allah akan melapangkan segala sesuatu buat 





atau untuk diduduk tempatmu buat orang yang lebih wajar, atau bangkitlah 
melakukan sesuatu seperti untuk shalat dan berjihad, maka berdiri dan bangkit-lah, 
Allah akan meninggikan orang-orang yang beriman di antara kamu wahai yang 
memperkenankan tuntunan ini dan orang-orang yang diberi ilmu pengetahuan 
beberapa derajat kemudian di dunia dan di akhirat dan Allah terhadap apa-apa yang 
kamu kerjakan sekarang dan masa akan datang Maha Mengetahui (Shihab,2002: 77). 
Ayat ini menjelaskan bagaimana Allah subhaanahu wata’aala mewajibkan 
hamba-hambanya untuk  menuntut ilmu yang disetarakan dengan ibadah. Allah 
subhaanahu wata’aala  kemudian berjanji untuk meninggikan derajat orang-orang 
yang berilmu. Maka dengan ilmu tersebut, dapat diketahui tanaman-tanaman yang 
dapat dimanfaatkan dalam kehiupan sehari-hari. Dengan ilmu juga, dapat dilakukan 
pengujian-pengujian untuk mendapatkan kandungan senyawa pada tanaman tertentu 
yang kemudian dapat dimanfaatkan sesuai fungsinya serta tepat penggunaan dan 
dosisnya. Maka dari itu dilakukan penelitian mengenai Uji Senyawa Antioksidan 
Fraksi Etil Asetat Daun Botto-botto (Chromolena odorata) agar dapat diperoleh  










A. Jenis Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental laboratory secara kualitatif. 
B. Waktu dan Tempat Penelitian 
1. Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada tanggal April 2018 – Juli  2018.  
2. Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biofarmasi, Jurusan Farmasi 
Fakultas Ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar.  
C.  Pendekatan Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian True Experimental dengan desain 
penelitian Control Group Post Test Only. 
D. Alat dan Bahan 
1. Alat   
  Peralatan yang digunakan  yaitu batang pengaduk, chamber, eksikator,  
erlenmeyer (pyrex®), gelas kimia (pyrex®), gelas ukur (pyrex®), lampu UV 254 dan 
366, oven, pipet mikro (Bio-Rad),penyemprot,  pipet tetes, rotary evaporator 
(heildoph®),  sendok besi, sentripuge, seperangkat alat kromatografi cair vakum, 
timbangan (Deltarange®), tabung reaksi (pyrex®), tabung sentripuge, timbangan 







2. Bahan  
  Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian adalah aquadest, daun botto-
botto (Chromolaena odorata), etil asetat, lempeng KLT, metanol,  n-heksan,  
pereaksi (AlCl3, DPPH,  FeCl3, H2SO4, Liebermann-Buchard, dragendroff ), dan 
silika GF 254. 
E. Prosedur Kerja 
1. Penyiapan Sampel 
Sampel penelitian diambil di Kabupaten Gowa, Sulawesi Selatan sebanyak 
10 kg basah. Sampel ini kemudian dibersihakan dari kotoran dan dicuci 
menggunakan air mengalir. Sampel kemudian dikeringkan tanpa terkena sinar 
matahari langsung. Setelah mongering, sampel kemudian diserbukkan.  
2. Ekstraksi Sampel secara Maserasi 
 Sampel daun botto-botto (Chromolaena odorata) yang telah diserbukkan 
dimasukkan ke dalam wadah untuk proses maserasi, dibasahi dengan pelarut metanol 
hingga semua simplisia terbasahi, diaduk kemudian ditambahkan kembali metanol 
hingga simplisia terendam. Wadah maserasi ditutup dan disimpan selama 24 jam di 
tempat yang terlindung dari sinar matahari langsung sambil sesekali diaduk. 
Selanjutnya disaring. Dipisahkan antara ampas dan filtratnya. Ekstrak metanol yang 
diperoleh kemudian dikumpulkan dan diuapkan cairan penyarinya sampai diperoleh 








3. Metode Partisi  
 Ekstrak metanol daun Botto-botto (Chromolaena odorata) dipartisi dengan 
metode partisi cair padat menggunakan pelarut n-heksan, dan kemudian ekstrak yang 
tidak larut n-heksan dipisahkan dari ekstrak yang larut n-heksan dan dipartisi 
kembali menggunakan pelarut etil asetat. Ekstrak yang larut etil asetat kemudian  
disentrifuge dengan kecepatan 1500 rpm selama 15 menit dan kemudian diuapkan. 
Partisi dilakukan hingga diperoleh larutan jernih.  
4. Metode Fraksinasi (Kromatografi Cair Vakum) 
Fraksinasi dilakukan dengan metode Kromatografi Cair Vakum (KCV), hasil 
partisi larut etil asetat daun Botto-botto (Chromolaena odorata) ditimbang sebanyak 
15 gram, kemudian dibuat bubur ekstrak dan silika gel dengan menambahkan sedikit 
demi sedikit silika gel ke dalam sampel hingga terbentuk bubur ekstrak dan silika gel 
yang homogen.  Dimasukkan sisa silika gel GF 254 ke dalam senterglass dan 
kemudian dimampatkan, kemudian ditambahkan bubur ekstrak ke dalam senterglass 
dan kembali dimampatkan, kemudian ditutup dengan kertas watmandi bagian 
atasnya. Cairan pengelusi adalah eluen pertama yang akan digunakan, ditambahkan 
melalui dinding kolom dijalankan sehingga eluen turun dan mengelusi komponen 
kimia. Kemudian dielusi kembali menggunakan berbagai perbandingan eluen dari 
eluen dengan kepolaran rendah hingga eluen dengan kepolaran yang tinggi. Fraksi-





dilanjutkan dengan fraksinasi tingkat kedua dengan berat sampel sebanyak 4,3 gram 
dan fraksinasi tingkat ketiga dengan berat sampel sebanyak 2 gram.   
5.  Uji DPPH 
a. Pembuatan Larutan Pereaksi DPPH (2,2 difenil -1- pikrilhidrazil) 
  Ditimbang seksama DPPH 10 mg, kemudian dilarutkan dengan metanol p.a 
sebanyak 63 ml sehingga diperoleh konsentrasi 0,4 mM dan disimpan pada wadah 
gelap di dalam lemari es.. 
b. Penyemprotan DPPH pada Lempeng KLT 
  Ditotol setiap fraksi daun Botto-botto (Chromolaena odorata)  pada lempeng 
KLT kemudian dielusi dengan perbandingan eluen yang sesuai. Kemudian disemprot 
DPPH dan diamati perubahan warna yang terjadi, jika terjadi perubahan dari warna 
ungu menjadi warna kuning pada bercak hasil KLT  maka senyawa tersebut memiliki 





HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
1. Ekstrak 
  Dari 10 kg sampel daun botto-botto basah menjadi 5 kg sampel daun botto-
botto kering yang di maserasi dengan pelarut metanol sebanyak 17,5 L, diperoleh 
eksrtak kental sebanyak 275,4 g.  




	100%  = 5, 49% 
2. Partisi 
Setelah diperoleh ekstrak metanol dari daun Botto-botto (Chromolaena 
odorata), kemudian di partisi dengan metode partisi cair padat menggunakan pelarut 
etil asetat sebanyak 1.100 ml. Maka diperoleh hasil partisi etil asetat sebanyak 38 
gram. 
3. Fraksinasi 
a. Fraksinasi Tingkat 1 
Setelah diperoleh hasil partisi etil asetat daun Botto-botto (Chromolaena 
odorat), selanjutnya difraksinasi dengan Kromatografi Cair Vakum atau KCV 
sebanyak 15 gram, kemudian diperoleh 21 fraksi dengan perbandingan eluen n-
heksan : etil asetat dengan 7 perbandingan dan eluen metanol : etil asetat dengan 5 
perbandingan. Kemudian digabung menjadi 3 fraksi berdasarkan kesamaan 
penampakan noda pada kromatografi lapis tipis setelah diamati pada lampu UV 254 










Volume (ml) Keterangan 
1. Heksan : Etil asetat 7 : 3 100  A  
2. Heksan : Etil asetat 6 : 4 600  B1-B6  
3. Heksan : Etil asetat 5 : 5 200 C1 – C2 
4. Heksan : Etil asetat 4 : 6 200 D1 – D2 
5. Heksan : Etil asetat 3 : 7 200 E1 – E2 
6. Heksan : Etil asetat 2 : 8 200 F1 – F2 
7. Heksan : Etil asetat 1 : 9 100 G 
8. Heksan : Etil asetat 0 : 10 100 H  
9. Metanol : Etil asetat 3 : 7 100 I 
10. Metanol : Etil asetat 5 : 5 100 J 
11. Metanol : Etil asetat 7 : 3 100 K 
12. Metanol : Etil asetat 10 : 1 100 L 
 
Tabel 2. Hasil Gabungan Fraksinasi Ekstrak Daun Botto-botto (Chromolaena 
odorata) 
No. Fraksi Gabungan Keterangan 
1. Fraksi F1 A-B3 
2. Fraksi F2 B4-F1 
3. Fraksi F3 F2-L 
 
b. Fraksi Tingkat 2 
Fraksi F2 kemudian difraksinasi kembali dengan Kromatografi Cair Vakum 
sebanyak 4,3 gram dengan eluen n-heksan : etil asetat dengan 8 perbandingan eluen 
dengan volume 850 ml dan diperoleh hasil fraksi sebanyak 17 fraksi kemudian 











Volume (ml) Keterangan 
1. Heksan : Etil asetat 10 : 1 50  A  
2. Heksan : Etil asetat 9 : 1 150 B1-B3 
3. Heksan : Etil asetat 8 : 2 150 C1 – C3 
4. Heksan : Etil asetat 7 : 3 250 D1 – D5 
5. Heksan : Etil asetat 6 : 4 50 E 
6. Heksan : Etil asetat 5 : 5 50 F 
7. Heksan : Etil asetat 4 : 6 100 G1-G2 
8. Heksan : Etil asetat 0 : 10 50 H  
 
Tabel 4. Hasil Gabungan Fraksinasi Ekstrak Daun Botto-botto (Chromolaena 
odorata) 
No. Fraksi Gabungan Fraksi 
1. Fraksi F4 B2-C1 
2. Fraksi F5 C2-C3 
3. Fraksi F6 D1-D2 
4. Fraksi F7 D3 
5. Fraksi F8 D4-E 
6. Fraksi F9 F1-H 
 
c. Fraksi Tingkat 3 
Kemudian fraksi F9 kembali dikromatografi cair vakum sebanyak 2 gram 
dengan eluen heksan : etil asetat dengan 12 perbandingan dengan volume eluen 660 







Tabel 5. Hasil Fraksinasi Ekstrak Daun Botto-botto (Chromolaena odorata) 
No. Eluen Perbandingan eluen Volume (ml) Keterangan 
1. Heksan : Etil asetat 9 : 1 40  A1-A2 
2. Heksan : Etil asetat 8,5 : 1,5 60 ml B1-B3 
3. Heksan : Etil asetat 8 : 2 60  C1 – C3 
4. Heksan : Etil asetat 7,5 : 2,5 60  D1 – D3 
5. Heksan : Etil asetat 7 : 3 60  E1-E3 
6. Heksan : Etil asetat 6,5 : 3,5 60  F1-F3 
7. Heksan : Etil asetat 5,5 : 4,5 20 G 
8. Heksan : Etil asetat 6 : 4 180  H1-H9 
9. Heksan : Etil asetat 5 : 5 20 I 
10. Heksan : Etil asetat 4 : 6 20 J 
11. Heksan : Etil asetat 3 : 7 60  K 
12. Heksan : Etil asetat 2 : 8 20 L 
 
Tabel 6. Hasil Gabungan Fraksinasi Ekstrak Daun Botto-botto (Chromolaena 
odorata)  
No. Fraksi Gabungan Fraksi 
1. Fraksi F10 (C1-D3) 
2. Fraksi F11  (E2-E3) 
3. Fraksi F12 E1 dan F1) 
4. Fraksi F13 F2-F3 
5. Fraksi F14 G) 
6. Fraksi F15 H1-H3) 
7. Fraksi F16 (H4-H9) 
8. Fraksi F17 (I-K1) 






4. Uji DPPH 
Hasil fraksinasi yang telah digabung kemudian ditotol pada lempeng 
Kromatografi Lapis Tipis kemudian dielusi dengan eluen yang sesuai dan disemprot 
dengan pereaksi DPPH untuk menguji aktivitas antioksidan. 
Tabel 7. Hasil Pengujian DPPH 
No. Fraksi Keterangan 
1. F1 - 
2. F2 + 
3. F3 + 
4. F4 - 
5. F5 - 
6. F6 - 
7. F7 + 
8. F8 + 
9. F9 + 
10. F10 - 
11. F11 - 
12. F12 + 
13. F13 + 
14. F14 + 
15. F15 + 
16. F16 + 
17. F17 + 






+ : Memiliki aktivitas antioksidan 
- : Tidak memiliki aktivitas antioksidan 
B. Pembahasan 
Radikal bebas pada dasarnya adalah molekul yang pada orbital terluarnya  
terdapat elektron yang tidak berpasangan sehingga menjadikannya sangat reaktif. 
Radikal ini apabila masuk kedalam tubuh cenderung mengadakan reaksi berantai 
yang dapat memicu kerusakan-kerusakan yang berlanjut dan terus-menerus. Radikal 
bebas yang masuk kedalam tubuh pada dasarnya dapat diatasi oleh antioksidan 
endogen yang terdapat didalam tubuh. Akan tetapi, radikal bebas juga dapat 
mengalami peningkatan yang disebabkan oleh faktor stress, radiasi, asap rokok dan 
polusi lingkungan sehingga sistem pertahanan tubuh yang ada tidak memadai, 
sehingga tubuh memerlukan tambahan antioksidan dari luar yang dapat melindungi 
dari serangan radikal bebas. Kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas 
(kerusakan oksidatif) yang  terjadi di dalam tubuh manusia pada dasarnya dapat 
diatasi dengan adanya antioksidan endogen yang terdapat didalam tubuh diantaranya 
enzim katalase, glutation peroksidase, superoksida dismutase dan glutation s-
transferase. Akan tetapi, apabila jumlah radikal bebas yang masuk ke dalam tubuh 
mengalami peningkatan, maka tentunya diperlukan tambahan antioksidan yang 
berasal dari luar tubuh (Sains & Teknologi, 2017). 
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menyumbangkan atau  





senyawa radikal tersebut menjadi lebih stabil. Dilihat dari sumber dimana 
antioksidan tersebut dapat diperoleh, antioksidan terbagi menjadi dua yakni 
antioksidan alami dan antioksidan buatan. Antioksidan alami dapat berasal dari buah-
buahan dan tanaman, sedangkan antioksidan buatan dapat disintesis dari suatu reaksi. 
Penggunaan antioksidan buatan dalam jangka waktu yang panjang dan jumlah yang 
berlebih dapat menyebabkan kerusakan hati. Oleh sebab itu, dewasa ini manusia 
cenderung memilih antioksidan dari alam seperti dari buah-buahan dan tanaman 
yang banyak terdapat di alam khususnya di Indonesia sendiri (Sains & Teknologi, 
2017). 
Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Owolabi (2010), daun 
Chromolaena odorata mengandung terpenoid dan mempunyai aktivitas antioksidan. 
Alkaloid, tanin, steroid, terpenoid, dan flavonoid  merupakan kandungan yang 
terdapat dalam Chromolaena odorata  yang telah dilaporkan oleh  Akinmoladun, et 
al (2007) mempunyai aktivitas antioksidan dan antibakteri. Menurut Owolabi et al 
(2010) beberapa senyawa kimia dari minyak Chromolaena odorata  dilaporkan dapat 
memiliki sifat antibakteri dan antioksidan. Sedangkan senyawa yang berperan 
sebagai antioksidan adalah senyawa golongan fenolik yaitu pr - coumaric, ferulic dan 
vanilic acids. Senyawa - -pinene, dan germacrene D dalam Chromolaena odorata  
bersifat antibakteri terhadap Bacillus cereus  dan Aspergillus niger. Senyawa 
golongan terpenoid yang terdapat pada Chromolaena odorata  dapat berfungsi 





Chromolaena odorata  memiliki kandungan flavonoid, phenolik, alkaloid, terpenoid, 
dan minyak esensial (Her et al., 2013). 
  Tanaman botto-botto telah banyak digunakan sebagai tanaman obat yang 
telah terbukti memiliki aktivitas penyembuhan luka, antibakteri, antimalaria, 
antiinflamasi, antioksidan, analgesik dan antiimunosupresif, sitotoxic, antifungi, 
efektif untuk kanker payudara. Kandungan kimia dari tanaman ini ialah flavonoid 
(yaitu, rhamnetin, tamarixetin, ombuin, kaempferid, isosakuranetin, odoratin, 
rhamnocitrin, laciniatin, acacetin, luteolin), fenolik (seperti p-cumaric, ferulic, asam 
vanilic), alkaloid, dan kaya akan esensial oil seperti α-pinene, β-pinene, germacrene 
D, β-copaen-4-alpha-ol, β-caryophylene, geigerene, pregeijerene, cadinene, camphor, 
limonene. (Akbar.2017). 
  Ekstraksi adalah proses penarikan senyawa dengan pelarut tertentu. 
Penggunaan pelarut metanol pada proses ekstraksi untuk menarik senyawa-senyawa 
yang ada pada daun botto-botto. Pelarut metanol ini bersifat semipolar yang dapat 
melarutkan senyawa kimia yang memiliki kepolaran tinggi maupun kepolaran rendah 
dalam simplisia, sulit ditumbuhi jamur dan bakteri, mudah diuapkan serta relatif 
lebih murah. Hasil ekstraksi sampel daun botto-botto diperoleh sebanyak 275,4 g dari 
5 kg simplisia. 
  Partisi merupakan tahap awal pemurniaan ekstrak. Partisi menggunakan dua 
pelarut yang tak bercampur yang ditambahkan ke dalam ekstrak. Partisi 
menggunakan dua pelarut tak bercampur yang kepolarannya meningkat. Partisi 





lapisan organik, air/diklorometan atau air/etil asetat untuk membuat fraksi agak polar 
di lapisan organik. Partisi dapat memberikan pemisahan yang sangat baik terutama 
untuk senyawa-senyawa yang memiliki kelarutan yang sangat berbeda (Heinrich, 
2005). Hasil partisi larut etil asetat yang diperoleh dari ekstrak metanol daun Botto-
botto (Chromolaena odorata ) yaitu sebanyak 38 gram. 
  Fraksinasi adalah proses pemisahan komponen-komponen dalam ekstrak   
menjadi fraksi-fraksi. Proses fraksinasi dapat dilakukan melalui beberapa cara yaitu 
kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi kolom, kromatografi cair vakum, HPLC 
dan GC. Jumlah komponen suatu senyawa yang sudah difraksinasi dapat diketahui 
menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT). Proses metode ini 
menggunakan plat KLT yang sudah siap untuk digunakan. Terjadinya pemisahan 
komponen-komponen pada KLT dapat dijadikan sebagai panduan untuk mengetahui 
jumlah komponen senyawa yang terdapat pada bahan alam yang akan diisolasi. 
Selain itu, nilai Rf juga dapat dijadikan sebagai panduan untuk memisahkan 
komponen kimia. Hasil analisis KLT inilah yang diterapkan pada proses fraksinasi 
dengan menggunakan kromatografi cair vakum. 
  Pada prinsipnya, fraksinasi merupakan proses penarikan senyawa pada partisi 
larut etil asetat dengan menggunakan dua macam pelarut yang tidak saling 
bercampur. Pada umumnya, pelarut yang sering dipakai untuk fraksinasi adalah n-
heksan, etil asetat, dan metanol. Untuk menarik lemak dan senyawa yang non-polar 
digunakan n-heksan, untuk senyawa semi polar digunakan etil asetat dan untuk 





  Ada berbagai macam metode yang sering digunakan dalam penentuan 
aktivitas antioksidan maupun antiradikal. Metode yang hasilnya dapat dipercaya 
sehingga sering digunakan dalam penelitian-penelitian yang berkaitan dengan 
skrining aktivitas antioksidan yaitu metode penangkapan radikal dengan 
menggunakan suatu radikal buatan stabil DPPH (2,2-difenyl-2-pikrylhydrazil hidrat) 
(Sains & Teknologi, 2017). 
  DPPH merupakan radikal bebas yang yang stabil pada suhu ruang  sehingga 
sering digunakan. DPPH kemudian menerima elektron atau radikal hidrogen dan 
membentuk molekul diamagnetik yang stabil. Karakter radikal bebas dari DPPH 
akan dinetralkan melalui transfer elektron atau hidrogen pada DPPH karena adanya 
interaksi antioksidan dengan DPPH. (Sains & Teknologi, 2017). 
  Kelebihan  dari metode DPPH yaitu metode tersebut sangat sederhana, 
mudah digunakan, cepat dan peka serta hanya memerlukan sedikit sampel. 
Mekanisme kerja pada metode DPPH yaitu senyawa antioksidan akan bereaksi 
dengan radikal bebas DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen sehingga 
menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH dari warna ungu menjadi warna 
kuning (Wijaya, Paendong, & Abidjulu, 2014). 
  Identifikasi senyawa antioksidan dengan metode DPPH dilakukan dengan 
penyemprotan DPPH terhadap lempeng KLT yang telah dielusi menggunakan fraksi 
etil asetat sehingga didaptkan hasil positif dengan penampakan perubahan warna dari 
warna ungu menjadi warna kuning pada beberapa fraksi, yaitu fraksi F2,F3, F7,F8, 





dan F18 tidak mengalami peredaman warna ungu menjadi kuning yang dapat 
mengindikasikan adanya aktivitas antioksidan. 
  Perubahan warna pada plat KLT diduga karena senyawa antioksidan yang 
terkandung dalam sampel mampu meredam radikal bebas DPPH.  Senyawa DPPH 
adalah radikal bebas yang stabil berwarna ungu dan ketika bereaksi dengan 
antioksidan akan berwarna kuning (Pramesti, 2013). 
Antioksidan digunakan untuk menghambat autooksidasi. Fenol-fenol, 
senyawa dengan gugus OH yang terikat pada karbon cincin aromatic, merupakan 
antioksidan yang efektif, produk radikal bebas senyawa-senyawa ini terstabilkan 
secara resonansi dan karena itu tidak reaktif dibandingkan dengan kebanyakan 
radikal bebas lain. Vitamin E dan flavonoid adalah suatu antioksidan alamiah yang 









   Berdasarkan hasil pengamatan dapat disimpulkan  bahwa  fraksi F2,F3, F7, 
F8, F9, F12, F13, F14, F15, F16 dan F17 mengandung senyawa antioksidan yang 
ditandai dengan terjadinya peredaman warna dari warna ungu menjadi warna kuning 
pada lempeng kromatografi lapis tipis. Sedangkan untuk fraksi yang lain, tidak 
mengalami perubahan warna sehingga dapat dikatakan tidak mengandung senyawa 
antioksidan. 
B. Saran 
  Untuk penelitian selanjutnya,  perlu dilakukan pengujian aktivitas antioksidan 
terhadap fraksi daun Botto-botto (Chromolaena odorata) dengan menggunakan 
metode lain sehingga dapat dibandingkan hasil yang diperoleh dengan menggunakan 
metode DPPH dan perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut ketahap isolasi senyawa 
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Lampiran 1. Alur Penelitian 
 
















Maserasi dengan Metanol 
Ekstrak Metanol 
Kromatografi Lapis Tipis 
Pereaksi Semprot DPPH 
Fraksinasi 
 
Partisi Cair Padat 




































































Lampiran 3. Perhitungan Pengenceran DPPH 
 


















Massa  = 4 x 10 -7 mol (394,32   !"#  
Massa/ ml = 0,0001577 g 
10 mg/ ml  = 0,0001577 g 





ml   = 63 ml 































































































Gambar 9. Kromotografi Lapis Tipis untuk hasil fraksi tingkat ke-1 setelah 











































Gambar 13. Kromotografi Lapis Tipis untuk hasil fraksi tingkat ke-2 setelah 











Gambar 14. Kromotografi Lapis Tipis untuk hasil fraksi tingkat ke-2 setelah 









Gambar 15. Kromotografi Lapis Tipis untuk hasil fraksi tingkat ke-2 setelah 








































Gambar 19. Kromotografi Lapis Tipis untuk hasil fraksi tingkat ke-3 setelah 
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